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Гемостаз и реакции иммунитета представляют собой эволюционно и функцио-
нально связанные системы, от скоординированной работы которых зависят жиз-
ненно важные процессы – защита от кровопотери и патогенов. Тромбин – цен-
тральный фермент системы коагуляции, который обладает выраженной провос-
палительной активностью и играет важную роль в патогенезе широкого спектра
заболеваний инфекционной и неинфекционной природы. Многие гуморальные
факторы иммунитета, регулирующие воспаление (IL-1α, компоненты компле-
мента) и миграцию клеток в очаг повреждения (остеопонтин, химерин), могут
активироваться в результате протеолитического расщепления тромбином. Основ-
ные рецепторы тромбина – протеаза-активируемые рецепторы (PARs), экспресси-
руются на многих клетках иммунной системы и рассматриваются как неклассиче-
ские паттерн-распознающие рецепторы (PRRs). Действие тромбина на клетки
врожденного иммунитета может быть не связано с его ферментативными эффек-
тами. Последние исследования показывают, что тромбин может действовать как
алармин, стимулировать созревание дендритных клеток и реакции адаптивного
иммунитета. Продукция этого фактора также влияет на поляризацию Т хелперов,
определяющую выбор стратегии защитных реакций. Исследование иммунных
функций компонентов системы коагуляции раскрывает новые патогенетические
механизмы развития стерильного воспаления и расширяет возможности терапии
аллергических, аутоиммунных и нейровоспалительных заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ

Эволюция многоклеточных организмов сопровождалась развитием сложных
механизмов защиты, позволяющих противостоять угрозам окружающей среды,
связанными с повреждением тканей, кровотечением и инвазией патогенов. В то
время как в ходе развития беспозвоночных реализовалась стратегия, при которой
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защиту от кровопотери и защиту от инфекции обеспечивает гемолимфа, у позво-
ночных для решения этих задач сформировались две различные системы защиты:
система гемостаза и иммунная система [1]. Неудивительно поэтому, что фермента-
тивные каскады системы коагуляции и различные компоненты иммунитета (си-
стема комплемента, система цитокинов, лейкоциты) высоко интегрированы и вза-
имно регулируются. От скоординированной работы этих процессов зависит выжи-
вание организмов. Дисбалансы, которые выражаются в избыточной, стойкой
активации системы гемостаза и/или иммунной системы, приводят к дисфункции
органов, возникающей при атеросклерозе, инсульте, ишемической болезни сердца,
метаболическом синдроме, сепсисе, аутоиммунных/воспалительных нарушениях
(артрите, воспалительном заболевании кишечника) и ряде васкулопатических и
нейродегенеративных синдромов [2]. Несмотря на очевидную тесную взаимосвязь,
реакции гемостаза и иммунные реакции долгое время изучаются как совершенно
отдельные защитные системы.

Бесспорно, основной целью гемостаза является остановка кровотечения из по-
врежденного кровеносного сосуда. Не менее важно, что локальный тромбоз огра-
ничивает возможное распространение микробных патогенов путем создания “ме-
ханического” барьера [3, 4], поэтому продуцируемые в ходе развития инфекции
факторы врожденного иммунитета способны активировать систему гемостаза. На-
пример, компонент лектинового пути каскада комплемента, сериновая протеаза –
MASP2 превращает протромбин в тромбин на поверхности бактериальной клетки,
что приводит к локальной выработке фибриноген-пептидов [5, 6]. Необходимый
для сшивки нитей фибрина фактор XIIIa генерируется в результате тромбиновой
активации фактора XIII, и такой же активностью обладает компонент комплемен-
та MASP1 [6, 7]. Комплекс С5b-9 может катализировать превращение протромбина

Список сокращений: ЛПС – липополисахарид; ADP – аденозиндифосфат (adenosine diphosphate);
aPC – активированный протеин С (activated protein C); Bcl10 – B-cell lymphoma/leukemia 10; CLR –
лектиноподобные рецепторы С-типа (C-type lectin-like receptors); CX3CL1 – фракталкин (fractalkin);
DAG – диацилглицерол (diacylglycerol); DAMP – признак повреждения своего (Damage-Associated
Molecular Patterns); EPCR – рецептор протеина С эндотелиальных клеток (Endothelial cell protein C re-
ceptor); Erk – extracellular signal-regulated kinases; FPR2 – N-formyl peptide receptor 2; GM-CSF – грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (granulocyte-macrophage colony stimulat-
ing factor); GTP – гуанозинтрифосфат (guanosine triphosphate); ICAM-1 – межклеточная молекула ад-
гезии 1 (intercellular adhesion molecule 1); IFNγ – интерферон γ (interferon γ); IL – интерлейкин
(interleukin); iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота (Inducible Nitric Oxide Synthase); IP-10 – In-
terferon gamma-induced protein 10; JNK – c-Jun N-terminal kinases; MALT1 – Mucosa-associated lym-
phoid tissue lymphoma translocation protein 1; MAPK – mitogen activated kinase; MASP1–2 – mannose-
binding protein-associated serine protease 1, 2; MCP-1 – Monocyte Chemoattractant Protein 1; MCSF –
макрофагальный колониестимулирующий фактор (Macrophage colony-stimulating factor);
МНСII – главный комплекс гистосовместимости II (main histocompability complex II); MIF – фак-
тор, ингибирующий миграцию макрофагов (macrophage migration inhibitory factor); MIP-2 – Mac-
rophage inf lammatory protein; MMP-9 – Matrix metallopeptidase 9; MyD88 – Myeloid differentiation
primary response gene (88); NET – внеклеточные ловушки нейтрофилов (neutrophil extracellular
nets); NLR – NOD-подобные рецепторы (NOD-like receptors); NF-κB – ядерный фактор κ – усили-
тель легкой цепи активированных B клеток (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells); OPN – остеопонтин (osteopontin); PAMP – молекулярные паттерны, ассоциированные с пато-
генностью (Pathogen Associated Molecular Patterns); PAR – рецептор, активируемый протеазой (prote-
ase-activating receptor); PDGF – Platelet-derived growth factor; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; PKC –
Protein kinase C; PLC – фосфолипаза С (Phospholipase C); PRR – рецептор распознавания образов па-
тогенности (pattern recognizing receptor); Ras – Rat sarcoma virus; RhoA – Ras homolog family member A;
SMOC1 – Inactivation of secreted modular Ca2+-binding protein 1; S1P – сфингозин 1 фосфат (sphingosin 1
phosphate); SphK1 – сфингозинкиназа 1 (sphingosinkinase 1); S1PR – рецептор сфингозин 1 фосфата
(sphingosin 1 phosphate receptor); TAFI – активируемый тромбином ингибитор фибринолиза (thrombin
induced fibrinolysis factor); TF – тканевой фактор (tissue factor); TGF-β1 – Transforming growth factor β1;
Th – Т хелпер (T helper cell); Th0 – “наивный” Т хелпер (naïve T helper cell); Thr-OPN – остеопонтин,
расщепляемый тромбином (thrombin-cleaved ostenpontin); TIL – инфильтрирующие опухоль лимфо-
циты (Tumor-infiltrating lymphocytes); TLR – толл-подобный рецептор (toll like receptor), TNFα – фак-
тор некроза опухоли α (tumor necrosis factor α); Treg – регуляторный Т хелпер (regulatory T helper, sup-
pressor T helper cell); TRIF – Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing IFN-β; TxA2 – тромбоксан
А2 (thromboxane A2); VCAM-1 – эндотелиальная молекула адгезии 1 (vascular cell adhesion molecule 1);
vWF – фактор фон Виллебранда (von Willebrand factor).
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в тромбин [8]. Накапливается все больше данных, которые демонстрируют обрат-
ный процесс, когда активные компоненты системы коагуляции запускают воспа-
ление.

Тромбин является центральным ферментом свертывания крови, который ини-
циирует так называемый вторичный гемостаз – превращение фибриногена в фиб-
рин и образование сгустков фибрина. В настоящее время описано 13 функций
тромбина в гемостазе [9]. Однако многие биологические процессы, не связанные с
коагуляцией, также в значительной степени регулируются с участием этой серино-
вой протеазы [10]. Тромбин индуцирует секрецию провоспалительных цитокинов
эндотелиальными [11, 12], гладкомышечными клетками, перицитами [13], эпите-
лиальными клетками [14], адипоцитами [15] и иммунными клетками [16–18]. Он
оказывает хемотаксическое действие на лейкоциты, индуцирует экспрессию на
этих клетках молекул адгезии [19] и способствует высвобождению биологически
активных субстанций из тромбоцитов [20]. Тромбин активирует комплемент [21],
привлекая иммунные клетки [22, 23] в участки повреждения для быстрого и лока-
лизованного воспалительного и прокоагулянтного ответа, модулирует проницае-
мость сосудов [24–26]. Нарастает количество исследований, в которых зарегистри-
ровано повышение концентрации тромбина при различных хронических заболева-
ниях [27–30]. С каждым годом появляется все больше данных, подтверждающих
важную роль тромбина в патогенезе неинфекционных воспалительных заболева-
ний – аллергических [31], аутоиммунных [32], нейровоспаления [33] и др. Новый
виток интереса к изучению этой протеазы был спровоцирован появлением корона-
вирусной инфекции 2019 г. (COVID-19), впервые зарегистрированой в Ухане (Ки-
тай) декабре 2019 г. [34]. 11 марта 2020 г. Всемирная организация здравоохранения
охарактеризовала чрезвычайную ситуацию в области здравоохранения, связанную
с COVID-19, как пандемию [34]. У пациентов с COVID-19 было описано серьезное
нарушение регуляции гемостаза, повышение различных параметров свертывания
крови, таких как D-димеры, протромбиновое время, фибриноген и продукты его
распада [34–38].

В обзоре проводится обобщение и анализ данных о роли тромбина в регуляции
реакций иммунитета.

РОЛЬ ТРОМБИНА В СИСТЕМЕ ГЕМОСТАЗА

Физиологическая инициация каскада свертывания (так называемый внешний
путь) реализуется при повреждении сосуда, когда субэндотелиальный тканевой
фактор (TF) на поверхности активированных лейкоцитов взаимодействует с фак-
тором VIIa (FVIIa) (рис. 1). В дальнейшем комплекс FVIIa/TF – “внешняя теназа”
активирует фактор X (FX). Образовавшийся FХа формирует на фосфолипидной
мембране тромбоцитов комплекс “протромбиназы” – FХа/FVa/Ca2+, который
расщепляет протромбин до тромбина [39, 40].

Внутренний путь коагуляции запускает активация так называемой “контактной
системы плазмы”, в состав которой входит две протеазы, фактор Хаггемана (FXII)
и прекалликреин плазмы, а также неферментативный кофактор – высокомолеку-
лярный кининоген. Эти факторы спонтанно активируются в присутствии отрица-
тельно заряженных поверхностей, которые могут быть неприродного (полимерные
поверхности для катетеризации, диализа, сердечно-легочном шунтировании, ис-
кусственные клапаны сердца) или природного происхождения (ДНК, РНК, дена-
турированные белки (например, β-амилоид), открытый коллаген стенки сосуда,
полифосфат тромбоцитов, нейтрофильные внеклеточные ловушки) [41–43]. Свя-
зывание FXII с такими поверхностями сопровождается конформационными изме-
нениями, приводящими к активации фермента. Кининоген плазмы также обладает
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способностью связываться с отрицательно заряженной поверхностью, представляя
прекалликреин для протеолиза и активации под действием FXIIa. Активирован-
ный калликреин может в свою очередь расщеплять и активировать больше FXII,
образуя мощную петлю обратной положительной связи. Ограниченный протеолиз
фактора IX (FIX) в FIXа фактором XIа (FXIa) приводит к формированию комплек-
са “внутренней теназы” (FIXа/FVIII), который активирует фактор Х (FX). Так же
как внешний, внутренний путь коагуляции приводит к выработке активированного
FXа тромбина, завершается образованием нитей фибрина и стабильного тромбо-
цитарно-фибринового сгустка [44].

Тромбин не только превращает фибриноген в фибрин, но и активирует другие
факторы каскада коагуляции (FV, FVIII, FXIII, протеин С и активируемый тром-
бином ингибитор фибринолиза – TAFI). По механизму обратной положительной
связи тромбин может усиливать свое собственное образование, активируя FV,

Рис. 1. Ключевая роль тромбина в системе гемостаза.
Тромбин участвует в образовании нитей фибрина (активация FI) и их стабилизации (активация FXIII).
Тромбин амплифицирует каскад коагуляции за счет формирования петель обратной положительной свя-
зи в рамках внутреннего пути коагуляции (активация FVIII) и общего пути коагуляции (активация FV).

• Negatively charged surfaces

Intrinsic pathway

(Hageman factor) FXII

• Activated endothelium

Extrinsic pathway

(Tissue factor)

“Extrinsic tenase”“Intrinsic tenase”

Common pathway

FV
“Prothrombinase”

(Thrombin)

(Fibrin)

Stable clot

(Stabilizing factor)

Thrombin

Thrombin

Thrombin

• Endothelial barrier disruption
• Collagen
• Bacterial cell surface
• Components of kallikrein-kinin system

(FVIIIa, FIXa, Ca2+)
FVIIIa

FIIIa FIIIFIXa
Ca2+

Ca2+ Ca2+

Ca2+

Ca2+

FXIIa

FXI

FIX

FXIa

FVIII

• Activated leukocytes

(FIIIa, FVIIa, Ca2+)
FVIIa FVII

(FVa, FXa, Ca2+)FVa

FX FXFXa

FII FIIa

FI FIa

FXIII FXIIIa



1301ТРОМБИН – СВЯЗУЮЩЕЕ ЗВЕНО

FVIII и FXI, которые участвуют в формировании комплекса “альтернативной или
внутренней теназы” (VIIIa и IXa). “Внутренняя теназа” поддерживает и усиливает
формирование “протромбиназы” и тромбина [39, 40].

Процесс образования кровяного сгустка из активированных тромбоцитов и ко-
валентно связанного фибрина может запускать накапливающиеся при воспалении
и/или повреждении ткани растворимые активаторы тромбоцитов, такие как тром-
боксан А2 (TxA2), аденозиндифосфат (ADP) и тромбин [45]. Повреждение эндоте-
лия сосудов тоже приводит к попаданию TF и коллагена из субэндотелиальной
ткани в кровь и высвобождению преформированных в тельцах Вейбеля–Паладе
фактора фон Виллебранда (vWF) и P-селектина. Под воздействием TF, коллагена и
vWF тромбоциты активируются и дополнительно усиливают гемостаз, секретируя
преформированные в гранулах TxA2, ADP, фибриноген, а также FV. Даже неболь-
шие количества тромбина могут вызвать свертывание крови и активацию тромбо-
цитов, которые все вместе образуют гемостатическую пробку [10, 46].

Активность тромбина в крови жестко регулируется. Существуют множествен-
ные механизмы ингибирования гемостаза по механизму обратной отрицательной
связи, которые локализуют и ограничивают каскад коагуляции и рост тромба. В
частности, связывание с тромбомодулином, интегральным мембранным белком,
экспрессируемым на эндотелии сосудов, увеличивает сродство тромбина к протеину С
и активирует его (aPC). aPC ингибирует протромбиназный комплекс (FXa + FVa) [47].
Для предотвращения случайных, спонтанных или избыточных тромбин-зависи-
мых процессов в организме постоянно продуцируются естественный ингибитор
тромбина – антитромбин-III. Свободно циркулирующий тромбин блокируется
этим ингибитором. При этом генерация протромбина находится в обратной зави-
симости от активности антитромбина-III [48].

РЕГУЛЯЦИЯ ПРОДУКЦИИ ТРОМБИНА

Образование тромбина происходит в результате протеолитического расщепле-
ния его ферментативно неактивной формы – протромбина. Хотя в организме
взрослого человека протромбин в основном синтезируется в гепатоцитах, в мень-
шем количестве он также образуется в тканях головного мозга [49], в нейронах после
церебральной ишемии [50], в эмбриональных тканях [30, 49]. Продукция протром-
бина усиливается при различных острых и хронических воспалительных процессах
[29, 30, 51, 52].

Протеолитическое расщепление протромбина катализируется фактором систе-
мы коагуляции FXа и контролируется различными механизмами отрицательной
обратной связи (см. выше). Тем не менее мутации, которые просто увеличивают
экспрессию протромбина (например, F2 20210 G > A), могут нарушать хорошо сба-
лансированное равновесие в системе гемостаза [53, 54]. Даже незначительное (в
1.5–1.7 раза) увеличение экспрессии гена протромбина [54, 55] может привести к
клинически значимой тромбофилии [56, 57]. Это показывает, что экспрессия про-
тромбина тоже нуждается в жестком контроле, однако лежащие в основе этого
процесса молекулярные механизмы слабо изучены.

Вероятными триггерами экспрессии протромбина являются воспалительные
процессы [28, 29, 58–62]. В частности внеклеточные стимулы индуцируют экс-
прессию гена протромбина через активацию р38 MAPK. p38 MAPK фосфорили-
рует регуляторные белки, которые катализируют ремоделирование стимулирую-
щих рибонуклеопротеиновых комплексов и повышают эффективность процес-
синга 3'-конца мРНК протромбина. Этот механизм позволяет контролировать
количество вырабатываемого белка и играет важную роль в патофизиологиче-
ских процессах [60].
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Решающая роль тромбина при ангиогенезе [63], гиперэкспрессия в ответ на
ишемию [50] или в опухолевом микроокружении [60] предполагает, что регуляция
экспрессии этой сериновой протеазы может находится под контролем факторов
гипоксии HIF.

КЛЕТОЧНО-МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ФАКТОРОВ 
ИММУНИТЕТА ПОД ВЛИЯНИЕМ ТРОМБИНА

Тромбин рассматривается как мощный провоспалительный фактор, многие его
эффекты схожи с эффектами провоспалительных цитокинов. Однако действие
тромбина на клетки реализуется с помощью принципиально отличных механиз-
мов, которые, главным образом, связаны с его ферментативной активностью.
Тромбин может оказывать прямое действие на клетки посредством необратимого
сайт-специфичного протеолитического расщепления N-концевого внеклеточного
участка рецепторов, известных как протеаза-активируемые рецепторы (PARs) [64,
65]. PARs принадлежат к уникальному семейству рецепторов, связанных с G-бел-
ками [66]. Протеолитическое расщепление приводит к изменению конформации
PARs, после чего они приобретают способность активировать опосредованные G-бел-
ками внутриклеточные сигнальные каскады [63, 67, 68].

G-белки подразделяются на четыре семейства в соответствии со структурой их
α-субъединицы – Gαs, Gαi, Gαq/11 и Gα12/13. Субъединица Gaq, в свою очередь,
существует в четырех вариантах – Gαq, Gαq/11, Gαq/14 и Gαq15/16, каждый из ко-
торых контролирует различные внутриклеточные сигнальные пути. Так, Gαs и Gαi
регулируют активность аденилатциклазы, в то время как Gaq активирует сигналь-
ный путь фосфолипазы С-β (PLC-β), а Gα12/13 – белки семейства каскад малых
Rho GTPase [69].

Трансдукцию сигналов от PARs опосредуют Gαq/11, Gαi/o или Gα12/13 субъ-
единицы. На сегодняшний день описаны четыре PARs (PAR1–PAR4), которые
экспрессируются на разных типах клеток, включая тромбоциты, эндотелиальные
клетки, клетки гладкой мускулатуры сосудов, фибробласты, гепатоциты, Т-лим-
фоциты и моноциты. PAR1 и PAR3 являются высокоаффинными рецепторами
тромбина и могут активироваться при низких (<5 нМ) концентрациях тромбина,
тогда как низкоаффинный рецептор тромбина PAR4 активируется при более высо-
ких концентрациях фермента [64]. PAR2 – единственный рецептор, который непо-
средственно не активируется тромбином, но способен к трансактивации под влия-
нием PAR1 [64, 70]. Термин “трансактивация” используется для описания фено-
мена, при котором активации одного G-protein-coupled receptor (GPCR), быстро и
в отсутствие синтеза белка de novo приводит к немедленной цитозольной генера-
ции нисходящего сигнала от другого рецептора на поверхности клетки [71].

Внутриклеточные домены неактивных PARs связаны с Gα и Gβγ субъединицами
G-белков. При активации рецепторов замена GTP на GDP в составе Gα-субъеди-
ницы приводит к диссоциации комплекса Gα и Gβγ [72]. В зависимости от условий,
таких как продолжительность активации, концентрация лиганда, а также наличие
корецепторов, происходит активация одного из множества вариантов внутрикле-
точных Ga субъединиц (см. выше), что определяет дальнейший внутриклеточный
сигнал и клеточный ответ [73]. Так, Gαq/11 преимущественно активирует сигналь-
ные пути PLС–PKC–Ras–Erk и IP3–DAG–PKC, регулирующие активацию, про-
лиферацию и жизнеспособность клеток. Активация Gαi приводит к ингибирова-
нию внутриклеточных путей аденилатциклазы, которые модулируют реакции
тромбоцитов, барьерные функции эндотелия [63, 74], а также играют важную роль
в регуляции воспаления [64]. Активация Gα12/13 преимущественно индуцирует
MAPK–RhoA GTPase сигнальные каскады, которые регулируют перестройки ци-
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тоскелета [75, 76] и связанные с этим проницаемость эндотелия сосудов и миграцию
клеток [77, 78]. Активированные PARs быстро интернализуются и подвергаются ли-
зосомальной деградации, что служит механизмом ограничения их функции [9].

В зависимости от условий, тромбин может оказывать разнонаправленное дей-
ствие на клетки. Он способствует как противо- так и провоспалительным процес-
сам, как усиливает проницаемость, так и повышает барьерные функции эндоте-
лия, может вызывать как расширение, так и сужение сосудов [30, 79, 80].

Одним из факторов, который определяет разнообразие эффектов тромбина яв-
ляется его концентрация [81]. Например, низкие концентрации (20–75 пкМ) уси-
ливают барьерную функцию эндотелия [82, 83], тогда как более высокие концен-
трации (>100 пкМ) повышают проницаемость эндотелиального барьера [25]. Раз-
ные концентрации тромбина посредством активации одного и того же рецептора –
PAR1 могут как повышать жизнеспособность клеток, так и индуцировать их гибель
[25]. Предполагают, что проапоптотические и антиапоптотические эффекты тром-
бина регулируют одни и те же внутриклеточные сигнальные пути (RhoА GTPase и
PKC) [78, 84]. Частично это объясняется различной скоростью передачи внутри-
клеточного сигнала в ответ на высокие и низкие концентрации агониста. При от-
носительно высоких концентрациях тромбина (>500 нМ), которые приводят к апо-
птозу, активность RhoA в клетке возрастает в течение нескольких минут. При низких
уровнях тромбина (1–100 мкМ) происходит небольшое, постепенное увеличение ак-
тивности RhoA, что оказывает протективное действие на клетки [25, 78]. Кроме того,
высокие концентрации тромбина действуют на клетки через другой, низкоаффин-
ный рецептор – PAR4 [24].

Другим возможным объяснением разнонаправленных эффектов тромбина мо-
жет быть способность PARs образовывать гомо-, гетеродимеры и олигомеры между
собой и другими рецепторами [85]. Состав димера влияет на структуру внутрикле-
точного сигнального каскада [86]. Описаны гомодимеры PAR1–PAR1, PAR2–PAR2 и
PAR4–PAR44, а также гетеродимеры PAR1–PAR2, PAR1–PAR3 и PAR1–PAR4
[87]. Считается, что PAR1–PAR3 регулируют клеточные процессы в физиологиче-
ских условиях [86]. PAR1 образует гетеродимеры с PAR3 так же легко, как и гомо-
димеры [86]. Если передача сигналов от PAR1 индуцирует активацию Gαq и
Gα12/13 субъединиц, гетеродимер PAR1–PAR3 активирует только Gα12/13 [64, 88].
Под действием высоких концентраций тромбина (>10 нМ), которые в основном
регистрируются при патофизиологических состояниях (на ранней стадии сепсиса,
повреждении эндотелия, опухолевом росте), активируется рецептор PAR4, а также
его гетеродимеры с PAR1 [86, 89]. Гетеродимер PAR1–PAR4 обеспечивает сигналь-
ный путь активации клеток, отличный от PAR1 и PAR1–PAR3 [86]. Хотя специфи-
ческое картирование субъединицы Ga гетеродимера PAR1–PAR4 еще не проводили,
известно, что этот комплекс может играть роль при воспалении, диабетической
васкулопатии и раке [90–92].

PAR2 – единственный рецептор из четырех других PARs, который не может
быть непосредственно активирован тромбином. Однако PAR2 может быть тран-
сактивирован под действием PAR1 [93]. Трансактивация PAR2 вовлечена в разви-
тие системного воспаления и гиперактивации системы свертывания крови, как это
происходит при сепсисе [94]. Гетеродимер PAR1–PAR2 играет ключевую роль на
поздней стадии сепсиса, в гиперпластических реакциях на повреждение артерий и
в цитопротекторных процессах [86, 94]. Гетеродимер PAR1–PAR2 регулирует субъ-
единицу Gαi, Rac1 сигнальный путь и отвечает за усиление барьерных функций
эндотелия [82, 94]. Опосредованная PAR1 трансактивация PAR2 приводит к инги-
бированию системы комплемента [95]. Альтернативным вариантам внутриклеточ-
ной передачи сигнала от тромбина способствуют разные механизмы интернализа-
ции гомо- и гетеродимеров PARs [86, 96–99].
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Считается, что даже незначительное количество тромбина (в диапазоне от 0.51
до 2 нМ), которое образуется во время фазы инициации свертывания крови, доста-
точно для быстрой активации PAR1 и PAR4, а также факторов коагуляции FVIII и
FV. В дальнейшем вырабатывается дополнительное количество фермента, способ-
ствующее образованию фибрина. Большая часть тромбина (>95%), образующегося
после формирования тромба, нейтрализуется высокоаффинным связыванием с ре-
цептором тромбомодулина на поверхности неповрежденной стенки сосуда и эф-
фективно ограничивает дальнейшее распространение тромба [100]. Предполагают,
что низкие концентрации тромбина необходимы и достаточны для активации коа-
гуляции, а высокие концентрации тромбина стимулируют клетки иммунной си-
стемы и воспалительные реакции [101].

В зависимую от концентрации регуляцию эффектов тромбина, кроме PARs, во-
влекаются также другие рецепторы. Низкиe концентрации тромбина связываются
тромбомодулином, что индуцирует формирование комплекса aPC–Endothelial cell
protein C receptor (EPCR). aPC–EPCR, взаимодействуя с PAR1, инициирует
Gαi/Rac1-опосредованные цитопротекторные реакции на эндотелии [24, 83, 102,
103]. При повышении концентрации свободный тромбин вытесняет комплекс
APC–EPCR с рецептора PAR1 и запускает сигнальные каскады Gαq, Gα12/13 и
RhoA, усиливающие проницаемость эндотелия, апоптоз и прочие, связанные с
воспалением, изменения [83, 102, 104]. Таким образом, повышение концентрации
тромбина отменяет цитопротекторное действие APC–EPCR в отношении эндоте-
лия сосудов и вызывает разрушение эндотелиального барьера [24].

Было установлено также, что дивергентное взаимодействие PAR1 с рецепторами
сфингозин-1-фосфата – S1PR также влияет на результат активации клеток [10, 72].
Внутриклеточный сигнал от PAR1 при его активации тромбином запускает про-
дукцию S1P, который, в свою очередь, может подавлять разрушительные эффекты
тромбина в отношении эндотелиального барьера. Значительную роль в регуляции
этих взаимодействий играет соотношение концентраций тромбина и S1P, которые
динамически изменяются при активации гемостаза и воспаления [105].

Помимо концентрации, время воздействия тромбина тоже может влиять на ва-
риабельность клеточного ответа. Так, воздействие высоких концентраций тромби-
на в течение 16 ч приводит к необратимой гибели клеток [84], а кратковременное
воздействие низких концентраций тромбина, напротив, защищает клетки от гибе-
ли. Эти данные показывают, что в случаях быстрой и интенсивной повышении
концентрации тромбина (например, при травме или инсульте), может существо-
вать временной диапазон, по истечении которого защитные реакции гемостаза пе-
реключаются на запуск воспаления, апоптоза и нарушение эндотелиального барье-
ра [9].

Недавно было показано, что первоначально идентифицированные как эндосо-
мальные посредники b-аррестины работают как каркасные белки во время актива-
ции рецепторов, связанных с G-белками [106, 107]. На сегодняшний день известно,
что b-аррестины 1 и 2 участвуют в активации PARs. В зависимости от концентра-
ции тромбина, b-аррестины способны работать в синергии или в антагонизме с
G-белками, активируя или ингибируя нижестоящие сигнальные каскады PI3K и
RhoA [108–110].

Предполагают, что активация PARs тромбином может приводить к 2224 различ-
ным вариантам фосфорилирования сигнальных мишеней в клетке [73]. Такая
сложная регуляции клеточной активности, вероятно, придает этой системе значи-
тельную гибкость и многовариантность, но осложняет ее исследование и делает
трудновыполнимой задачу терапевтической коррекции процессов гемостаза и вос-
паления.
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Было установлено, что часть эффектов тромбина не связана с его ферментатив-
ной активностью. Так, блокада активного центра тромбина диизопропилфторфос-
фатом не влияла на его хемотаксическую активность в отношении лейкоцитов.
Ферментативно-неактивный тромбин стимулировал пролиферацию гладкомы-
шечных клеток сосудов, аналогично нативному тромбину [111]. Также сообщалось,
что ферментативно-неактивный тромбин индуцирует секрецию ростового фактора
GM-CSF в гладкомышечных клетках и обладает непрямой митогенной активно-
стью. А термически денатурированный тромбин индуцирует продукцию провоспа-
лительных факторов макрофагами [111]. Эти эффекты предполагают наличие дру-
гих, пока еще не определенных рецепторов тромбина, не зависящих от фермента-
тивной активности протеазы [112].

Действие тромбина на клетки может быть связано с его способностью активиро-
вать белки системы комплемента. Различные типы клеток, лейкоциты, тромбоци-
ты и эндотелиальные клетки имеют рецепторы к C3a и C5a компонентам компле-
мента [6, 40]. Продукты расщепления фибриногена, которые генерируются при об-
разовании тромбина, способны активировать клетки врожденного иммунитета
через TLR4 [31], и это может служить дополнительным механизмом запуска и ам-
плификации воспаления под действием тромбина.

Учитывая широкую представленность рецепторов тромбина на клетках, неуди-
вительно, что они участвуют в самых разных физиологических (ангиогенез [12, 113,
114], заживление ран [115–117] и воспаление [118–122]), а также патофизиологиче-
ских (атеросклероз [123, 124], сепсис [125], рак [126–128] и невропатология [33,
129]) процессах.

МЕХАНИЗМЫ АКТИВАЦИИ ИММУННЫХ
РЕАКЦИЙ ПОД ВЛИЯНИЕМ ТРОМБИНА

Гуморальные факторы врожденного иммунитета
Тромбин является одной из наиболее хорошо охарактеризованных сериновых

протеаз. Его классические субстраты, связанные с коагуляцией, включают факто-
ры свертывания V, VIII, XI, XIII, фибриноген и протеин С [130]. Этот список про-
должает неуклонно расширяться. Почти все сериновые протеазы в системе сверты-
вания крови регулируют систему комплемента и наоборот, протеолитические ком-
поненты комплемента действуют на систему свертывания крови [40, 131]. Тромбин
тоже является частью этой сложной сети “коагуло-комплементома”. Активный
тромбин, особенно в высоких концентрациях, непосредственно осуществляет про-
теолиз С3 и С5 компонентов комплемента [6, 40] (рис. 2). Эти реакции рассматри-
вают как 4-й путь активации каскада комплемента [6].

Одной из интересных находок стало открытие ферментативной роли тромбина в
продукции IL-1α. Ключевой провоспалительный цитокин IL-1α участвует в запус-
ке и прогрессировании целого ряда тяжелых заболеваний, включая сердечно-сосу-
дистые заболевания, воспалительные заболевания кишечника, нейровоспаление,
атеросклероз и рак. IL-1α часто обозначается как “алармин” – сигнал тревоги для
иммунной системы [132]. IL-1α конститутивно экспрессируется в проформе (про-
IL-1α) многими клетками гемопоэтического и негемопоэтического ряда, но при
накоплении молекул, которые высвобождаются из своих собственных разрушен-
ных клеток (DAMPs), эволюционно консервативных структур патогенов (PAMPs),
под влиянием окислительного стресса, ишемии–реперфузии, радиации и других
факторов, связанных с повреждением клеток, происходит активация внутрикле-
точных каспаз, которые переводят про-IL-1α в его активную форму. Было установ-
лено, что тромбин тоже расщепляет про-IL-1α до активной формы цитокина. Важ-
ная роль тромбина в регуляции продукции активного IL-1α была подтверждена в
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исследованиях in vivo с использованием трансгенных мышей (ТМ IL-1α) с мутаци-
ей тромбина, которая ослабляла опосредованное тромбином расщепление pro-IL-1α.
У мышей-мутантов (ТМ IL-1α) наблюдалась заметно сниженная локальная гене-
рация зрелого IL-1α, замедленное заживление кожных ран, снижение миграции
нейтрофилов и моноцитов по сравнению с соответствующими параметрами у мы-
шей дикого типа. Авторы также подтвердили, что p18 – расщепленный тромбином
фрагмент IL-1α, концентрация которого повышается у септических мышей дикого

Рис. 2. Механизмы регуляции иммунных реакций под влиянием тромбина.
Активный тромбин осуществляет протеолиз С3 и С5 компонентов комплемента с последующим высво-
бождением анафилотоксинов С3а, С5а, которые привлекают и активируют нейтрофилы. Тромбин осу-
ществляет протеолиз про-IL-1α до активной формы провоспалительного цитокина IL-1α. Тромбин об-
ладает протеолитическим действием в отношении химерина, который обеспечивает мобилизацию мак-
рофагов, дендритных клеток и натуральных киллеров в места повреждения и активирует эндотелий
сосудов. Тромбин вызывает активацию тромбоцитов, высвобождение медиаторов воспаления, индуци-
рует экспрессию на этих клетках TLR4,9. Тромбин напрямую активирует эндотелиальные клетки, по-
вышает экспрессию адгезионных молекул и продукцию хемокинов и провоспалительных цитокинов,
модулирует барьерную функцию эндотелия. Тромбин является хемоаттрактантом для нейтрофилов, из-
меняет состав нейтрофильных внеклеточных ловушек, снижает содержание гистонов, нейтрофильной
эластазы, дефензинов и азуроцидина. Тромбин модулирует поляризацию макрофагов и продукцию
этими клетками медиаторов воспаления. Тромбин вызывает дегрануляцию тучных клеток и усиливает
продукцию медиаторов воспаления. Тромбин стимулирует адаптивные реакции иммунитета, созрева-
ние дендритных клеток, повышает экспрессию молекул МНСII, костимуляторных молекул, продукцию
медиаторов воспаления и хемоаттрактантов (CCL18, MCP-1, S1P), привлекающих незрелые дендрит-
ные клетки и лимфоциты в участок повреждения. Тромбин осуществляет протеолитическое расщепле-
ние остеопонтина (OPN), что усиливает хемокин-индуцированную миграцию DC. Тромбин способ-
ствует поляризации “наивных” Т клеток (Th0) в Th17, Th2 и подавляет поляризацию Th1 и Treg.
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типа и у людей с сепсисом, не удалось обнаружить в циркуляции септических ТМ
IL-1α мышей [130]. Следует подчеркнуть, что IL-1α стимулирует свертывание кро-
ви, и эти двунаправленные взаимодействия IL-1α с тромбином взаимно поддержи-
ваются и взаимно усиливаются [133].

Сериновые протеазы участвуют в регуляции вездесущего хемоаттрактанта плаз-
мы, химерина. Химерин – это небольшой (18 кДа) белок, который регулирует мно-
гочисленные биологические процессы, такие как адипогенез, гомеостаз глюкозы,
опухолеобразование, воспаление, ангиогенез, миогенез и миграцию иммунных
клеток [134, 135]. Химерин вырабатывается печенью и выделяется в кровоток в ка-
честве предшественника. Он также экспрессируется в некоторых тканях, где может
быть активирован локально. Сериновые протеазы (фактор XIIa и плазмин коагуля-
ционного и фибринолитического каскадов, эластаза и катепсин G), высвобождае-
мые из активированных гранул нейтрофилов, а также триптаза тучных клеток, яв-
ляются мощными активаторами химерина. Тромбин способен расщеплять прохи-
мерин с образованием активных форм химерина [136]. Как правило, у людей
циркулирующая форма химерина не является биологически активной. В ходе про-
теолиза белка-предшественника из 163 аминокислот с С-концевым доменом, чув-
ствительным к протеолизу, могут образовываться изоформы с более короткой ами-
нокислотной последовательностью – химерины 125, 152, 154, 155, 156, 157 и 158
[137, 138]. В результате расщепления лабильного карбоксильного конца в любом из
нескольких различных участков каскадами сериновых протеаз, белок приобретает
хемотаксическую активность и запускает быстрые защитные реакции в стерильных
участках повреждения тканей, а также местах инфекционного и аллергического
воспаления [139]. Было установлено, что тромбин в диапазоне концентраций 0–
100 нМ обладал дозозависимым протеолитическим действием в отношении 15-мерно-
го фрагмента химерина (YFPGQFAFSKALPR). При более длительном времени ин-
кубации обнаруживался 10-мерный фрагмент (YFPGQFAFSK). Если 15-мерный
фрагмент был практически инертен в анализе хемотаксиса, то расщепленные
тромбином 14-мерный и 10-мерный фрагменты вызывали миграцию клеток с
трансфецированным рецептором химерина – CMKLR1. Полноразмерный прохи-
мерин также активировался тромбином в концентрации 100 нМ [136]. Хемоаттрак-
ция – важная роль химерина, которая обеспечивает мобилизацию макрофагов,
дендритных клеток и натуральных киллеров в места повреждения [140–142]. Под
воздействием химерина на эндотелиальных клетках повышается экспрессия меди-
аторов воспаления (IL-6, TNFα и С-реактивного белка), что приводит к повыше-
нию адгезивности эндотелия для лейкоцитов [143–147]. Химерин также вызывает
избыточную продукцию АФК [144], подавляет вызванную оксидом азота релакса-
цию сосудов и образование циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) [148, 149].
Все это может способствовать опосредованной химерином эндотелиальной дис-
функции [148, 150].

Используя подход “бактериофаговых индикаторов” (“phage display approach”),
Gallwitz и соавт. в протеоме человека было идентифицировано еще 73 потенциаль-
ных субстрата тромбина, большинство из которых регулируют клеточную адгезию,
развитие/дифференцировку, работу нервной и кровеносной системы [151].

КЛЕТОЧНЫЕ ФАКТОРЫ ИММУНИТЕТА

Тромбоциты
Учитывая малый размер и безъядерный статус тромбоцитов, представления об

их активности долгое время были связаны исключительно с кратковременным уча-
стием в гемостазе и заживлении ран [152, 153]. Однако дальнейшие исследования
показали, что тромбоциты являются важными эффекторами врожденного и адап-
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тивного иммунитета благодаря реакциям, которые индуцируются и развиваются в
течение нескольких часов после гемостатических реакций [154]. Тромбоциты акти-
вируются после взаимодействия с белками внеклеточного матрикса, которые об-
нажаются при повреждении сосудов или воспалении [155]. Адгезия к эндотелию
способствует высвобождению тромбоцитами преформированных медиаторов,
факторов свертывания, ростовых факторов, цитокинов – из α-гранул или серото-
нина и нуклеотидов – из плотных гранул, а также запускает синтез эйкозаноидов, в
частности, TхA2. Эти медиаторы аутокринно усиливают активацию тромбоцитов и
реакции гемостаза [156, 157], а также их адгезию посредством интегринов и селек-
тинов [158, 159].

Тромбин является наиболее эффективным агонистом активации тромбоцитов и
многие, регулирующие воспаления эффекты тромбина опосредованы активацией
этих клеток. Тромбин вызывает PAR1/PLC-зависимую дегрануляцию тромбоци-
тов, в результате чего происходит высвобождение из этих клеток упоминавшихся
выше биологически активных субстанций. Кроме того, под действием тромбина на
поверхности тромбоцитов происходит повышение экспрессии рецептора фибри-
ногена GPIIb-IIIa, P-селектина и костимуляторной молекулы CD40L. Первые два
усиливают агрегацию тромбоцитов [160] и опосредуют адгезивность лейкоцитов к
эндотелию [161]. CD40L индуцирует секрецию эндотелиальными клетками хемо-
кинов и экспрессию адгезионных молекул, усиливая сигналы для рекрутирования
и экстравазации лейкоцитов [162]. В цитоплазме тромбоцитов содержатся молеку-
лы РНК и сохраняются зависимые от активации посттранскрипционные механиз-
мы, обеспечивающие синтез иммунорегуляторных белков (IL-1β) и антимикроб-
ных пептидов (b-дефензины) [163–165]. Тромбоциты обнаруживаются вне сосудов
в тканях и могут запускать местные иммунные реакции [166–168] в синовиальной
оболочке при ревматоидном артрите [169, 170], в легких при гриппе [167] и в тканях
солидных опухолей при раке [171].

Тромбоциты экспрессируют рецепторы распознавания образов патогенности
(PRRs), поэтому способны активироваться под влиянием DAMPs, а также PAMPs,
инициируя воспалительные и иммунные реакции [172–174]. Toll-подобные рецеп-
торы (TLRs) играют решающую роль в активации иммунной системы. В 2004 г.
впервые было показано, что мышиные и человеческие тромбоциты экспрессируют
функциональные TLR [175]. В настоящее время установлено, что кроме TLR,
тромбоциты экспрессируют NOD-подобные рецепторы (NLR) и лектиноподоб-
ные рецепторы С-типа (CLR) [172–174, 176]. Среди TLR, которые экспрессируют
тромбоциты (TLR1, 2, 4 и 6 на поверхности, и TLR3, 7 и 9 в эндосомах) [173, 177–
179] лучше всего охарактеризован TLR4 [180–185]. TLR4 содержатся преформиро-
ванными в составе α-гранул. При активации тромбином, в результате дегрануля-
ции, TLR4 выносится на поверхность клеточной мембраны тромбоцитов [175]. Под
действием агонистов TLR4 в тромбоцитах происходит активация MyD88 или
TRIF-зависимых сигнальных путей и транскрипционного ядерного фактора кB
(NF-кB) [182, 183], который выполняет не связанные с транскрипционной актив-
ностью функции [186–189].

В отличие от других ядросодержащих клеток, которые экспрессируют TLR9 ис-
ключительно внутри эндосом, тромбоциты при активации могут транслоцировать
TLR9 на поверхность [190]. Тромбин так же, как и другие классические агонисты
активации тромбоцитов может индуцировать поверхностную транслокацию этого
рецептора [191]. Стимуляция тромбоцитов через TLR9 запускает их дегрануляцию
[192], активацию и агрегацию [193].
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Эндотелиальные клетки
Тромбин индуцирует широкий спектр воспалительных реакций эндотелия сосу-

дов, усиливает его проницаемость, адгезивность и способствует рекрутированию
лейкоцитов в очаг воспаления [122]. В частности, под влиянием этого фактора ин-
дуцируется выработка фактора активации тромбоцитов (platelet-activating factor),
эндотелина, фактора фон Виллебранда, активатора плазминогена и его ингибито-
ра. В ответ на тромбин культивируемые эндотелиальные клетки секретируют по-
вышенные уровни PDGF, который является мощным митогеном и хемоаттрактан-
том для гладкомышечных клеток сосудов [194, 195]. Тромбин усиливает выработку
эндотелиальными клетками цитокинов острой фазы воспаления – IL-6 [196] и
MIF [23], а также продукцию IL-8, который является хемоаттрактантом нейтрофи-
лов и моноцитов [22]. Экспрессия молекул адгезии (VCAM-1, ICAM-1, E- и P-се-
лектина) и связанная с этим миграция лейкоцитов в ткани также усиливаются на
под влиянием тромбина [197]. В исследованиях in vitro было установлено, что инду-
цированная тромбином повышенная экспрессия фракталкина (CX3CL1) и продук-
ция MCP-1 эндотелиальными клетками, способствуют привлечению моноцитов в
участки воспаления [197].

Провоспалительное действие тромбина в отношении эндотелия было подтвер-
ждено на мышиной модели перитонита. Введение ингибитора тромбина, гируди-
на, подавляло стимулированную адгезию макрофагов к эндотелию [198] и, напро-
тив, введение очищенного тромбина стимулировало адгезию макрофагов и повы-
шенную экспрессию IL-6 и MCP-1 [198]. Роль тромбина в регуляции сосудистого
эндотелия также была продемонстрирована на модели ксенотрансплантации серд-
ца мыши крысе. В этих экспериментах рекрутирование моноцитов и NK-клеток в
трансплантат было вызвано опосредованной тромбином активацией PAR1 и ло-
кальной генерацией MCP-1 эндотелиальными клетками [199].

Тромбин играет важную роль в регуляции проницаемости эндотелия сосудов
как в физиологических, так и в патологических условиях. Тромбин-зависимые
клеточные реакции вызывают нарушения барьерной функции эндотелия при ост-
рых (травма или сепсис) или хронических (например, атеросклероз) состояниях.
Эти процессы преимущественно опосредуют PAR1, PAR4 [82] и сигнальные пути
Gα12/13/RhoA/MLC [122]. PAR1, рецептор тромбина, также индуцирует разруше-
ние эндотелиального барьера посредством митоген-активируемого протеинкина-
зозависимого пути p38, который не интегрирован в путь RhoA/MLC. Сигнальные
пути PAR1-p38, которые способствуют эндотелиальной дисфункции, остаются
плохо изученными. С использованием мультиплексной количественной масс-
спектрометрии в культивируемых эндотелиальных клетках человека были иденти-
фицированы 5491 уникальных фосфопептидов, 2317 фосфопротеинов и четыре
различных динамических фосфопротеомных профиля которые, как предполагает-
ся, регулируют р38-зависимую передачу сигналов тромбина. Ингибирование ак-
тивности p38 и направленное siRNA-истощение изоформы p38-альфа приводило к
усилению PAR1-зависимого фосфорилирования Erk1/2. Роль р38 в фосфорилиро-
вании α-катенина, компонента адгезивных соединений, рассматривается как важ-
ный механизм тромбин-индуцированной эндотелиальной дисфункции [122].

На поздней стадии сепсиса, характеризующейся системным воспалением, по-
вышенной активацией системы коагуляции и продукцией высоких концентраций
тромбина, длительная активация PAR1 вызывает трансактивацию PAR2 и пере-
ключает внутриклеточный сигнал на Gαi/Rac1, что приводит к усилению барьер-
ной функции эндотелия [6].

Другой механизм регуляции проницаемости эндотелия связан с продукцией ге-
патоцитами природного ингибитора тромбина – тромбомодулина. В физиологиче-
ских условиях комплекс тромбин-тромбомодулин осуществляет протеолиз и акти-
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вацию протеина С. Активированный протеин С связывается со своим рецептором
(EPCR) и PAR-1. Этот комплекс активирует S1PR1, поддерживающий барьерные
функции эндотелия через внутриклеточные сигнальные пути Gαi, аденилатцикла-
зы, AKT и Rac1. Активация классического рецептора тромбина PAR1 также регу-
лирует целостность эндотелиального барьера через aPC и его рецептор EPCR, ин-
дуцируя экспрессию сфингозинкиназы 1 (SphK1) тромбоцитов и эндотелиальных
клеток. Вызванное этими эффектами увеличение выработки S1P, в свою очередь,
активирует S1PR1/Rac1 сигнальный путь, что повышает барьерные функции,
ограничивая индуцированное тромбином повреждение эндотелия [105, 200]. При
активации системы гемостаза избыточный свободный тромбин напрямую связы-
вается с PAR1, что способствует его ассоциации с S1PR3. Внутриклеточный сигнал
S1PК3 связан с Gq/11/PLC- и G12/13/RhoA-каскадами, которые нарушают барьер-
ную функцию эндотелия и усиливают его проницаемость [26].

Таким образом, активируемый тромбином PAR1, с одной стороны, нарушает це-
лостность эндотелиального барьера посредством сигнального пути Rho, с другой
стороны, тромбин индуцирует экспрессию SphK1, увеличивает выработку S1P,
что, в свою очередь, трансактивирует S1PR1, приводя к активации защитного сиг-
нального пути Rac1 [201].

Было показано, что CBM сигналосома – сигнальный белковый комплекс, со-
стоящий из каркасного белка CARMA3, линкерного белка (Bcl10) и эффекторного
белка (MALT1), является неотъемлемой частью тромбин-зависимого NF-κB внут-
риклеточного сигнального каскада в эндотелиальных клетках. Недавно CBM сиг-
налосома была идентифицирована как связующее звено между PKC и комплексом
IKK [202]. Нарушение CBM ингибирует способность тромбина индуцировать экс-
прессию молекул адгезии ICAM-1 и VCAM-1, а также снижает тромбинзависимую
адгезию из моноцитов к эндотелию [26].

Разнообразные реакции, запускаемые тромбином на эндотелии, могут поддер-
живать воспалительные процессы при атеросклерозе, массивном тромбозе, васку-
литах [65, 93, 197, 203], аутоиммунных [32] и аллергических заболеваниях [31, 204].

Нейтрофилы
Нейтрофилы являются самой многочисленной популяцией лейкоцитов крови.

Во время инфекции нейтрофилы первыми мигрируют в очаг воспаления и участву-
ют в элиминации патогена [205]. Благодаря разнообразному набору защитных ме-
ханизмов [205] нейтрофилы, помимо непосредственного уничтожения микробов,
влияют на образование тромбов [37]. При активации нейтрофилов образование
внеклеточных ловушек нейтрофилов (NET) способствует агрегации тромбоцитов
[205, 206]. Считается, что нейтрофилы не экспрессируют TF и не могут самостоя-
тельно запускать внутренний путь коагуляции [206]. В то же время продукция NET
рассматривается как ключевой фактор, который обеспечивает адгезию, активацию
тромбоцитов и таким образом способствует тромбовоспалению. Ведущая роль
NET в тромбовоспалении при сепсисе, тромбозе глубоких вен и злокачественных
новообразованиях была доказана с использованием как in vitro, так и ex vivo моде-
лей [37, 207, 208]. Присутствие NET в тромбах было описано в экспериментах на
мышиной модели тромбоза глубоких вен [207].

Крайне слабо исследованы рецепторы тромбина на нейтрофилах. В работе Kahn
и соавт. было установлено, что по сравнению с тромбоцитами и мононуклеарными
лейкоцитами, нейтрофилы имеют высокий уровень экспрессии mRNA PAR2, со-
поставимый уровень mRNA PAR3 и значительно более низкий уровень mRNA
PAR1 и PAR4 [209]. В другом, более позднем исследовании было показано, что ин-
тактные нейтрофилы конститутивно экспрессируют мРНК PAR-2 и PAR-3, но не
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PAR-1 или PAR-4. Стимуляция клеток опсонизированными бактериями специфи-
чески повышает экспрессию белка PAR-2, что не зависит от транскрипции или
синтеза белка de novo. Первичные гранулы нейтрофилов являются источником
преформированных PAR-2, который может быть быстро мобилизован на поверх-
ность клетки при дегрануляции [210]. Принимая во внимание, что PAR 2 не явля-
ется самостоятельным рецептором тромбина, а только способен к трансактивации
другими PARs, вопрос, может ли, и если может, то как, тромбин регулировать ак-
тивность нейтрофилов, остается нерешенным.

Несмотря на тесную связь между активацией нейтрофилов и системой гемоста-
за, исследований, доказывающих их взаимодействия с тромбином, поразительно
мало. Ранние работы показывают, что α-тромбин оказывает хемоаттрактантное
действие на нейтрофилы, сравнимое по величине с эффектом бактериального хе-
мотаксического пептида formyl-Met-Leu-Phe. Действие протеазы не зависит от ее
ферментативной активности и не связано с рецепторами PARs [211].

В одном из исследований было показано, что тромбин изменяет состав NET.
Исследования протеома NET после обработки тромбином показало сниженные
уровни гистонов, которые, как было установлено ранее, обладают антимикробны-
ми свойствами [212] и способствуют антимикробной активности NET [213]. Свя-
занные с NET или свободные гистоны являются цитотоксичными. Помимо этого,
ДНК и/или гистоны стимулируют выработку тромбина и вызывают тромбоз in vivo
как независимым от тромбоцитов, так и зависимым от них образом [214–216]. Кро-
ме того, гистоны могут стабилизировать тромбы, повышая устойчивость фибрина
к фибринолизу [217]. Обработка тромбином также модулировала уровни других ан-
тимикробных белков, связанных с NET, таких как дефензины и азуроцидин [218].
Уровень NET-ассоциированной нейтрофильной эластазы также снижался в при-
сутствии тромбина. Авторы предполагают, что экзогенные протеазы, такие как
тромбин, могут модулировать интегральные функции NET в различных физиоло-
гических контекстах [218].

Макрофаги
Клетки моноцитарно-макрофагального ряда являются основными индукторами

внутреннего пути коагуляции за счет того, что при активации повышают уровень
экспрессии тканевого фактора. Макрофаги считаются центральными регулятора-
ми защитных реакций иммунитета и последующих процессов репарации. Это пла-
стичные и гетерогенные клетки, которые в ответ на различные стимулы микрокру-
жения могут претерпевать фенотипические изменения. При воздействии цитокинов,
таких как интерферон γ (IFN-γ) или микробных агонистов, включая липополиса-
харид, макрофаги принимают M1-фенотип, для которого характерна продукция
медиаторов воспаления – активных форм кислорода, оксида азота, фактора некро-
за опухоли α (TNFα), IL-1, IL-12. Под влиянием цитокинов 2-го типа воспаления
макрофаги продуцируют IL-4, IL-13, IL-10 и TGFβ, которые считаются маркерами
М2-противовоспалительного фенотипа и способствуют регенерации тканей и про-
дукции коллагена за счет экспрессии аргиназы 1 [219].

Было установлено, что тромбин может направлять поляризацию макрофагов –
производных моноцитов костного мозга мышей – в М1-подобный воспалитель-
ный фенотип, что подтверждается усилением экспрессии iNOS. Кроме того, тромбин
усиливает экспрессию в макрофагах провоспалительных цитокинов (IL-6, TNFα)
и хемокинов (IP-10) [16]. Эти данные подтверждаются исследованиями, проведен-
ными с использованием модели ишемии–реперфузии у мышей, в ходе которых бы-
ло установлено, что введение цитотопического ингибитора тромбина PTL060 усили-
вало инфильтрацию тканей M2-макрофагами [220]. Предполагают также, что тромбин
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в концентрации, которая индуцирует воспалительную реакцию (30 Ед/мл), может
контролировать функциональное программирование макрофагов, что выражается
в сниженной выработке цитокинов при рестимуляции лирополисахарида [16]. Од-
нако эти исследования требуют подтверждения соответствующими эксперимента-
ми in vivo. При стимуляции тромбином макрофагов и клеток линии THP-1 продук-
ция IL-8 индуцируется Rho/JNK-зависимым образом, при этом NF-κB является
ключевым регулятором транскрипцию гена IL-8 [194]. Продукцию TNFα макро-
фагами, стимулированными тромбином, по-видимому, опосредует сигнальный
путь PI3K/AKT [16, 194].

В другом исследовании на макрофагах, полученных из моноцитов костного моз-
га мышей, были найдены противоположные результаты. Основываясь на экспрес-
сии генов и секреции цитокинов, было показано, что поляризация тромбином ин-
дуцирует противовоспалительный, М2-подобный фенотип макрофагов (CCL22,
CD36, MMP9), профиль экспрессируемых генов которых соответствовал промежу-
точному состоянию между M2a и M2c и проявлял как сходства, так и различия с
классической M2a поляризацией. Действие тромбина усиливало фагоцитоз окис-
ленного липопротеина низкой плотности макрофагами, а кондиционированная
среда из тех же клеток увеличивала пролиферацию эндотелиальных клеток. Дей-
ствие протеазы на клетки было опосредовано секретируемым модульным Са2+-
связывающим белком 1 [16]. В целом результаты исследований влияния тромбина
на макрофаги носят противоречивый характер и требуют дальнейшего изучения.

Многие реакции макрофагов на тромбин опосредованы PAR1, но не исключает-
ся также участие PAR3, поскольку он может функционировать как кофактор PAR1
[16, 194, 221]. Это значит, что для активации макрофагов необходима фермента-
тивная активность протеазы. Однако тромбин, по-видимому, может модулировать
функции макрофагов, независимо от своих ферментативных или прокоагулянтных
активностей [16]. Было показано, что денатурированный термической обработкой
тромбин был способен индуцировать секрецию медиаторов воспаления в макро-
фагах в меньшей (TNFα, M-CSF и MCP-1), аналогичной (MIP2) или даже боль-
шей (RANTES и CXCL10) степени, чем нативный α-тромбин. Тромбин, обрабо-
танный гирудином, индуцировал такие же уровни RANTES и IP-10, как термически
обработанный [16]. Авторы не исключают, что в этом случае, провоспалительная
активность тромбина в отношении макрофагов могла быть реализована независи-
мо от PARs, через активацию PRRs – рецепторов врожденного иммунитета.

Тучные клетки
Дегрануляция и секреция различных вазоактивных и провоспалительных меди-

аторов тучными клетками лежат в основе патогенеза аллергических и воспалитель-
ных заболеваний [1]. Этот процесс может быть вызван целым рядом факторов,
включая антигены (аллергены), анафилатоксины и даже физические раздражители
[222]. Некоторые заболевания, такие как воспалительное заболевание кишечника
[119, 223] и хроническая спонтанная крапивница [224], в патогенез которых вовле-
чены тучные клетки, сопровождаются значительной активацией системы коагуля-
ции. Было обнаружено, что тромбин может вызывать быструю, зависимую от каль-
ция, дегрануляцию тучных клеток [17]. Тромбин индуцировал секрецию IL-6, но
не TNFα из тучных клеток мыши посредством активации рецептора тромбина и
сигнального пути Fс�RI [225]. В исследованиях на тучных клетках мыши P815 также
было установлено, что воздействие различных концентраций тромбина в течение
16 ч повышало экспрессию PAR1, PAR2, PAR3 и PAR4, а также секрецию этими
клетками VEGF, TNFα, IL-6, хемокинов CCL-2, CXCL-1 и CXCL-5. Эти измене-
ния сопровождались повышением уровня фосфо-форм белков IkBa, SAPK/JNK
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MAPK, p38 MAPK (Thr180/Tyr182), ERK1/2 MAPK (p44/42) и могли быть заинги-
бированы гирудином [17].

Дендритные клетки
Дендритные клетки служат связующим звеном между реакциями врожденного и

адаптивного иммунитета. На основе фенотипа и способности к праймингу “наив-
ных” Т-клеток дендритные клетки обычно подразделяют на незрелые, индуцирующие
Т клеточную анергию/толерантность и зрелые, вызывающие Т клеточную актива-
цию и поляризацию реакций адаптивного иммунного ответа. Функциональные из-
менения от незрелых к зрелым дендритным клеткам происходят под влиянием
PAMPs и/или DAMPs в очаге воспаления [205]. Предполагают, что формирующий-
ся при инфекции и/или гемостазе тромбин может выполнять роль адъюванта, ин-
дуцирующего дифференцировку зрелых дендритных клеток. Более того, некото-
рые авторы рассматривают PARs как “неклассические” PRRs, которые также за-
пускают реакции врожденного иммунитета [226–228]. В пользу этого указывает
способность PARs активироваться под влиянием протеиназ патогенов или протеи-
наз, которые генерируются при повреждении тканей [72]. Более того, были задоку-
ментированы как прямые (т.е. коиммунопреципитация PAR2–TLR4 [226], так и
непрямые (т.е. пересечение сигнальных путей) PAR–TLR взаимодействия в усло-
виях стимуляции клеток липополисахаридом и агонистами TLR in vitro и in vivo
[226–229]. PARs также, по-видимому, способны взаимодействовать с сигнальными
путями NLR [230]. Однако эти реакции слабо изучены [231].

Действие тромбина на дендритные клетки опосредовано рецептором PAR1 [232,
233]. Как плазмацитоидные, так и миелоидные дендритные клетки экспрессируют
этот рецептор и могут активироваться тромбином для выработки MCP-1, IL-10 и
IL-12 [18]. Активация PAR1 тромбином зрелых дендритных клеток также может
индуцировать экспрессию CCL18 и, таким образом, привлекать незрелые дендрит-
ные клетки и Т-лимфоциты [234] в очаг воспаления. Предполагают, что сразу по-
сле повреждения ткани сигнальный путь тромбин/PAR1 способствует активации
дендритных клеток для максимальной презентации антигена. В подтверждение
этой точки зрения, удаление PAR1 защищает мышей от индуцированного фиброза
печени за счет уменьшения инфильтрации тканей Т-клетками [235]. Показано, что
под влиянием тромбина дендритные клетки секретируют провоспалительные ци-
токины MCP-1, IL-10 и IL-12. Кроме того, тромбин повышает на этих клетках уро-
вень экспрессии HLA-DR и CD86 [236], а также их способность эффективно сти-
мулировать пролиферацию аллогенных Т-лимфоцитов [18].

Тромбин модулирует действие на дендритные клетки других регуляторных мо-
лекул. Функции иммунных клеток, их миграция и жизнеспособность в значитель-
ной степени зависят от регуляции продукции S1P и передачи сигналов S1P в клет-
ку. Незрелые дендритные клетки преимущественно экспрессируют S1PR1, но при
активации и созревании на этих клетках повышается уровень другого рецептора -
S1PR3. Было установлено, что стимуляция дендритных клеток тромбином индуци-
ровала выработку S1P, которая через S1PR3 приводила к аутокринному усилению
коагуляции и воспаления за счет увеличения выработки TF и IL-1β [237].

Остеопонтин (OPN) – плейотропный цитокин, продуцируемый как иммунны-
ми, так и неиммунными клетками, действующий на различные клеточные мишени,
контролирующий их подвижность, адгезию и жизнеспособность [238], недавно
был идентифицирован как еще одна мишень тромбина. Выработка OPN усилива-
ется при патологических состояниях, включая аутоиммунные заболевания (напри-
мер, волчанку, рассеянный склероз и ревматоидный артрит) и опухолевый рост
[239, 240]. Протеолитическое расщепление OPN тромбином приводит к измене-
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нию конформации и экспозиции нового интегрин-связывающего мотива (Thr-
OPN), что существенно влияет на его биологические функции, усиливает хемо-
кин-индуцированную миграцию дендритных клеток [241]. Предполагают, что это
может служить механизмом усиления миграции дендритных клеток в очаг воспале-
ния. В подтверждение этому было установлено, что Thr-OPN критически вовлечен
в обострение фиброза печени. Уровень Thr-OPN был значительно выше у пациен-
тов с циррозом печени, чем у пациентов с хроническим гепатитом В, а также здо-
ровых лиц контрольной группы и положительно коррелировал со степенью фибро-
за печени. Эти данные были подтверждены в исследованиях на мышах. Кроме то-
го, было показано, что по сравнению с полноразмерным белком OPN, Thr-OPN
демонстрировал большую способность стимулировать активацию, пролиферацию
и миграцию звездчатых клеток печени. Эффекты Thr-OPN были опосредованы α9-
и α4-интегринами, с вовлечением MAPK и NF-κB сигнальных каскадов [242].

Таким образом, тромбин может модулировать миграционную активность денд-
ритных клеток, выполнять роль адъюванта и запускать развитие адаптивного им-
мунитета. Эти данные позволяют предполагать, что массивная продукция тромби-
на может играть важную роль в активации Т-клеток даже в отсутствие инфекции и
провоцировать иммунный ответ на аутоантигены или амплифицировать уже раз-
вивающийся аутоиммунный процесс.

Лимфоциты

Исследования экспрессии мРНК и белка основных рецепторов тромбина на по-
пуляциях лимфоцитов человека показывают, что высокоаффинный рецептор
тромбина PAR1, наиболее распространенный представитель семейства PAR, при-
сутствующий на поверхности этих клеток. Натуральные киллеры экспрессируют
PAR1, PAR2 и PAR3, CD4+ Т- клетки экспрессируют PAR1 и PAR2, а на γδ и CD8+
популяциях Т-лимфоцитов экспрессируется только PAR1. При этом на В-клетках
экспрессия PARs не была обнаружена [243]. Несмотря на важную роль лимфоци-
тов в реакциях адаптивного иммунитета и вовлеченность этих клеток в усиление
воспалительных реакций, при разных патологических процессах, данные о влия-
нии тромбина на эти клетки крайне скудны.

Ранние исследования показали, что в физиологических концентрациях (1–10 мкг/мл,
30–300 нМ) тромбин значительно усиливает пролиферацию Т-клеток в ответ на
митогены, суперантигены, аллоантигены и стимуляцию анти-CD3 антителами.
Усиленная пролиферация была связана с повышенной продукцией IL-2, IL-6 и с
увеличением числа IL2Rγ (CD25)-позитивных Т-клеток. Сам по себе тромбин не
был митогенным и не индуцировал выработку IL-2 или усиление экспрессии
CD25. Однако мононуклеарные лейкоциты периферической крови, подвергшиеся
воздействию тромбина, продуцировали высокие уровни IL-6. Тромбин также уси-
ливал индуцированную под действием IL-2 пролиферацию мышиных и человече-
ских клеточных линий [244].

Другие данные о влиянии тромбина на лимфоциты косвенные, получены с ис-
пользованием экспериментальных животных моделей или исследовании биологи-
ческого материала человека. Так, было показано, что тромбин играет ключевую
роль в стимуляции аллоиммунных реакций Т-клеток при ишемически-реперфузи-
онном повреждении тканей (ИРП) после трансплантации. Ингибирование тром-
бина в сосудистой сети трансплантата улучшает приживление трансплантата и эф-
фективность Treg-инфузионной терапии, которая в настоящее время активно вво-
дится в клинику. Введение ингибитора тромбина PTL060 снижало повреждение
тканей, подавляло экспрессию хемокинов CCL2 и CCL3, но усиливало экспрес-
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сию CCL17 и CCL22, а также инфильтрацию тканей Treg. Когда PTL060 сочетали с
инфузией дополнительных Treg, эти эффекты еще больше усиливались [220].

В исследованиях на мышах C57Bl/6 с меланомой B16 было показано, что тром-
бин способствует противоопухолевому ответу в ходе анти-PD1 терапии. Терапия
анти-PD1 значительно ограничивала рост опухоли у мышей с нормальным уров-
нем протромбина. Однако терапия анти-PD1 не смогла уменьшить рост опухоли у
мышей со сниженной экспрессией протромбина. Терапия анти-PD1 приводила к
значительно большей частоте CD8+ инфильтрирующих опухоль лимфоцитов
(TIL) в опухолях, полученных от мышей с нормальным уровнем протромбина, но
не в опухолях мышей с низким уровнем протромбина. Исследования in vitro пока-
зали, что CD8+ Т-клетки мышей дикого типа, стимулированные CD3/CD28 в при-
сутствии тромбина, демонстрировали дозозависимое повышение жизнеспособно-
сти и продукции цитокинов. Генетическая делеция либо PAR1, либо PAR4 умень-
шала воздействие тромбина. Исследования показали, что PAR4, по-видимому,
является рецептором тромбина, опосредующим пролиферацию Т-клеток, а PAR2,
напротив, ограничивает пролиферацию Т-клеток и выработку цитокинов. Трансак-
тивация через PAR1 является механизмом, приводящим к активации PAR2 [245].

Был описан еще один механизм регуляции тромбином адаптивных реакций,
опосредованный S1P. Было показано, что взаимодействие PAR1 на тромбоцитах с
тромбином и последующая активация SphK1 приводит к продукции и накоплению
S1P этими клетками в участке тромбоза. Обычно высокие концентрации S1P обна-
руживаются в плазме крови, что служит механизмом, обеспечивающим рецирку-
ляцию лимфоцитов из органов иммунной системы в кровь и обратно [246]. Повы-
шение уровня S1P в периферических тканях при воспалении способствует накоп-
лению Т-клеток в тканях [247]. Примечательно, что S1P, по-видимому, поляризует
эффекторные Т-клетки в сторону Th2 и Th17, одновременно подавляет поляриза-
цию Th1 [13] и Treg [248]. Предполагают также, что S1PR1 подавляет развитие и
функциональную активность Treg посредством активации Akt-mTOR сигнального
пути [248].

Таким образом, тромбин может регулировать реакции адаптивного иммунитета,
усиливая воспаление.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тромбин, центральная протеаза системы коагуляции, играет значительную роль
в регуляции и развитии иммунных реакций. Тромбин служит важным провоспали-
тельным фактором, который активирует эндотелий сосудов, стимулирует гумо-
ральные и клеточные факторы врожденного иммунитета. Установлено, что тром-
бин может служить алармином, способствовать созреванию дендритных клеток и
активации реакций адаптивного иммунитета. Нельзя исключать, что тромбин мо-
жет модулировать стратегию развития иммунного ответа за счет поляризации мак-
рофагов и Th популяций лимфоцитов. Усиленная выработка тромбина может вли-
ять не только на ход инфекционного процесса, но также стимулировать активацию
адаптивного звена иммунитета в отсутствие патогена. Это может служить важным
механизмом провокации стерильного воспаления, развития и поддержания ауто-
иммунных реакций. Дальнейшие исследования роли тромбина в регуляции им-
мунного ответа могут способствовать открытию новых важных связей между им-
мунной системой и системой коагуляции.
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Thrombin in the Crossroad Hemostasis and Inflammation
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Hemostasis and immune responses are evolutionarily and functionally related systems
on the coordinated work of which vital processes – protection from blood loss and
pathogens, depend. Thrombin is the central enzyme of the coagulation system, which
has pronounced pro–inflammatory activity and plays an important role in the patho-
genesis of a wide range of infectious and non-infectious diseases. Many humoral im-
mune factors regulating inflammation (IL-1α, C3 and C5 complement components)
and cell migration to the lesion site (osteopontin, chimerin) are thrombin targets and be-
come activated by proteolytic cleavage. The main thrombin receptors – protease-activat-
ing receptors (PARs), are expressed on many cells of the immune system and are consid-
ered as non–classical pattern-recognizing receptors (PRRs). The effect of thrombin on
innate immune cells may not be related to its enzymatic effects. Thrombin action on
adaptive immunity is just beginning to be studied. Recent studies show that thrombin
can act as an alarmin, stimulate the maturation of dendritic cells and adaptive immune
responses. The production of this factor also affects Th cell polarization, which deter-
mines immune response strategy. The study of the immune functions of the components
of the coagulation system reveals new pathogenetic mechanisms of the development of
sterile inflammation and expands existing possibilities of allergic, autoimmune and neu-
roinflammatory disease therapy.

Keywords: thrombin, hemostasis, protease-activated receptor, inflammation, innate im-
munity, adaptive immunity
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